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　　It　has　been　reported　that　acute　gastric　mucosal　lesions（AGML）　develop　after　24－hour　fasting　in
streptozotocin（STZ）　diabetic　rats．　ln　the　present　study，　we　measured　TBA　reactants　and　hex－
osamine　contents　in　the　gastric　mucosa　in　STZ　diabetic　rats　in　order　to　further　clarify　the　etiology
of　this　condition．
　　STZ，　at　a　dose　of　60　mg／kg，　was　intraperitoneally　administered　to　8－week－old　male　Wistar　rats．
4　weeks　after　administration　of　STZ，　the　rats　were　subj　ected　to　24－hour　fasting　to　induce　AGML．
TBA　reactants　and　hexosamine　contents　in　the　gastric　mucosa　were　measured．　AGML　developed
500／o　of　diabetic　rats，　but　in　no　healthy　control　rats．　The　level　of　TBA　reactants　in　the　gastric
mucosa　was　significantly　higher　in　diabetic　rats　than　in　controls．　The　hexosamine　content　was
lower　in　diabetic　rats．　The　higher　gastric　mucosal　content　of　TBA，　an　index　for　lipid　peroxidation，
suggests　that　active　oxygen　is　involved　in　the　development　of　AGML　in　STZ　diabetic　rats．
　　Furthermore，　we　studied　the　effects　of　omeprazole，　which　is　a　proton　pump　inhibitor，　on　AGML
in　STZ　diabetic　rats．　Omeprazole，　at　a　dose　of　20　mg／kg，　was　orally　administered　to　STZ　diabetic
rats　once　a　day　for　7　days　before　fasting．　The　administration　of　omeprazole　could　completely
prevent　the　onset　of　AGML　in　STZ　diabetic　rats．　Omeprazole　did　not　change　the　gastric　juice
acidity，　the　serum　levels　of　gastrin，　and　the　levels　of　TBA　reactants　in　the　gastric　mucosa　signifi－
cantly．　STZ　diabetic　rats　to　which　omeprazole　had　been　administered　indicated　higher　values　of
hexosamine　in　the　gastric　mucosa　than　STZ　diabetic　rats　without　administration　of　omeprazole．
Omeprazole　provided　protection　against　AGML　in　STZ　diabetic　rats．　lt　is　thought　that　this
protection　is　not　due　to　reduced　acid　secretion　and　scavenged　oxygen　radicals，　but　due　to　improve－
ment　of　the　gastric　mucosal　cyteprotection．
（1994年1月25日受付，1994年2月9日受理）
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（PCNA），プロトンポンプインヒビター（Proton　pump　inhibitor）
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L　緒 言
　糖尿病において消化管病変が合併することはよく
知られている．特に胃病変については，糖尿病性胃
症などの胃運動機能障害および胃粘膜障害の存在が
指摘されている1）2）．従来は，糖尿病患者における胃
潰瘍発症頻度は対照群との間に差は認められないと
されており，攻撃因子である胃液酸度が糖尿病患者
においては二値であることがその要因だとされてき
た3）．しかし，最近では糖尿病患者にも胃潰瘍の発症
が高率に認められるとの報轡）もあり，その原因と
して防御因子の低下が重要と考えられている．動物
実験においても，streptozotocin（STZ）やalloxan
で誘発された糖尿病ラットに情動ストレスとして
24時間の絶食負荷をすると，高率に急性胃粘膜病変
（AGML）が発生し，その原因として，胃の微小循環
障害5）や胃粘膜ヘキソサミン含量の低下6）などの粘
膜防御機構の減弱が報告されている．
　近年，AGMLの発生には活性酸素などフリーラジ
カルの関与が注目されてきている．微小循環障害に
伴い急激な活性酸素発生とその消去系の破綻が生
じ，その酸化作用により胃粘膜障害が引き起こされ
ることが明らかになってきた7）．活性酸素は細胞膜
の脂質中に存在する不飽和脂肪酸に対し攻撃的に作
用し，脂質ペルオキシラジカルを連鎖担体とする連
鎖成長反応を介して過酸化脂質が蓄積していく．こ
の脂質過酸化反応の指標としてはTBA（チオバル
ビツール酸）反応物質が測定され，虚血一再二流時
の胃粘膜で増加することが報告されている8）．
　糖尿病状態におけるAGML発生の抑制には胃粘
膜糖蛋白の増加作用を有する胃粘膜防御剤が有効と
されている．プロトンポンプインヒビターであるオ
メプラゾール（OPZ）は強力な酸分泌抑制を特徴と
するが，胃粘液や胃粘膜血流など胃粘膜防御機構に
も作用することが報告され興味を集めている9）10）．
　今回著者は，STZ糖尿病ラット絶食負荷時の胃粘
膜内と血液中のTBA反応物質を測定し，　AGM：L発
生に及ぼす活性酸素の関与について検討すると共
に，抗PCNA（proliferating　cell　nuclear　antigen）
抗体を用いた胃粘膜の免疫組織染色を行ない細胞動
態について検討した．さらに糖尿病ラットにOPZ
を経口投与し，その効果について検討した．
II．方 法
　1）　糖尿病動物の作製
　動物は8週齢，体重200－220gのWistar系雄i性
ラットを使用した．飼料は，オリエンタル社（東京）
の通常飼料とし自由摂食，自由飲水とした．Junodら
の報告11）に準じ，一晩絶食後クエン酸緩衝液（pH
4．5）に溶解したSTZ（シグマ社，米国）60　mg／kg
を腹腔内に投与した．投与第7日にデキストロメー
ター（栄研化学社）にて随時血糖を測定し，300mg／
dl以上を糖尿病群とした．対照群にはクエン酸緩衝
液のみを腹腔内に投与したラットを用いた．
　2）AGML誘発
　STZ投与第28日に，　AGML誘発の情動ストレス
として24時間の絶食負荷を施行した．
　3）剖検
　ラットはベントバルビタール麻酔下（100mg／kg）
で開腹し，金属クリップにて胃の噴門部と幽門部を
はさみ胃への血流を遮断すると共に胃液の流出を防
止した．ヘパリン加注射器にて心臓採血を行い血液
試料を得，TBA反応物質，総蛋白，フルクトサミン
値を測定した．胃は摘出後上弩切開し，試験紙（東
洋濾紙，東京）にて胃液pHを測定，肉眼的にAGML
の有無を確認した後，粘膜内TBA反応物質および
ヘキソサミン含量の測定に供した．また，ストレス
前後の胃粘膜内TBA反応物質およびヘキソサミン
含量を測定し比較検討した．
　4）　TBA反応物質の測定
　血液中のTBA反応物質は和光純薬の過酸化脂質
測定キットを用い測定した．胃粘膜内TBA反応物
質は大川らの方法12）に準じ測定した．摘出胃を大蛮
切開後速やかに胃体部粘膜をメスでそぎとり湿重量
を測定した後，1．Omlの1．15％KCI溶液に浸しホ
モジナイズした（ポリトロン10－35キネマチカ社，
スイス）．磨砕液100μ1をサンプリングし，8．1％ラ
ウリル硫酸ナトリウム200μ1，20％酢酸buffer　1．5
m1，0．67％TBA試薬1．5mlを加えよく撹凹した．
さらに蒸留水0．7mlを加え，95℃60分間温浴した．
流水にて冷却した後，蒸留水1．Oml，n一ブタノール・
ピリジン混液（15：1）5．Omlを加え2分間振壷撹搾
し，3000rpmにて15分間遠心を行い，上層（n一ブ
タノール・ピリジン層）の蛍光強度を測定した（日
立分光蛍光光度計650－10S，東京EX　515　nm
EM　553　nm）．標準液である5nmolのテトラエトキ
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Table　1　Comparison　of　STZ　diabetic　rats　and　controls
（Mean±SD）
AGML
奄獅モ奄р?ｎｃ?
Body　weight
@　　　（9）
Serum　Total
@　Protein
@　　（9／dl）
　　　Serum
eructosamine
@　（μM／1）
Gastric　juice
@　acidity
@　　（pH）
　DM
in＝28） 50％ 191±28 6．1±0．4 252±42 3．0±1．！
　CR
in＝10） 0％ 254±20＊ 6．5±0．2＊ 125±11＊ 2．8±1．5
＊P　〈　O．Ol
シプロパンを100μ1サンプリングし，同様の操作に
て蛍光強度を測定し，その比率によりTBA反応物
質量を算出した．測定値は湿重量（Wet　Weight）1
g当たりの量に換算し，nmol／g　W．W．で表した．
　5）ヘキソサミンの定量
　ヘキソサミンの測定はNeuhaus13＞の方法に基づ
く桶谷らの簡易測定法14）に準じた．検体は一80℃に
て凍結保存し，凍結乾燥後，重量を測定した．試料
は4N－HCl　2．Om1を加えoil　bathにて100℃9時
間加水分解し，4N－NaOH　2．Om1で中和後，東洋
濾紙6号にて濾過した．濾液2．Om1にアセチルアセ
トン試薬2．Om1を加え100℃20分間中浴後，流水
にて冷却し，イソアミルアルコール4．Omlを加え
10分間室温にて振塗し，3000rpmにて10分間遠心
を行った．上層2．Om1にEhrlich試薬1．0　mlを加
えて混和し，室温で15分間放置後，530㎜の吸光
度を測定した（日立自記分光光度計U－3200，東京）．
標準物質は0，5，10，20μg／m1のグルコサミン（シ
グマ社，米国）を用い検：量線を作製した．測定値は
乾燥重量（Dry　Weight）1mg当たりの量に換算し
μg／mgD．W．で表した．
　6）抗PCNA抗体を用いた胃粘膜の免疫組織染
　　色
　STZ糖尿病ラットおよび健常対照ラットを24時
間絶食後剖検，胃を摘出し20％中性緩衝ホルマリン
液にて12時間固定後，パラフィン包埋し2μmの切
片を作製した．50倍に希釈した抗PCNA抗体（PC
－10，ダコ社，デンマーク）を一次抗体としてlabelled
streptavidin　biotin（LSAB）法により染色し，　AEC
溶液にて発色させ，ヘマトキシリンで核染色した後，
光顕的に観察した．
　7）Omeprazole（OPZ）の投与
　OPZは吉富製薬より提供された原末を用い，
O．50／o　methylcellulose，　O．20／o　NaHCO　3，　1　N－
NaOH（pH　9）に懸濁し，24　mg／mlになるように
調整した．STZ投与第22日よりOPZ　20　mg／kgを，
1日1回7日間連日，胃ゾンデを用いて投与した
（DM＋OPZ群）．対照にはSTZ糖尿病ラットに薬
剤を含まない溶解液のみを同様に投与した（DM
群）．また同週齢の健常ラットに溶解液のみを投与し
健常対照群として用いた（CR群）．　STZ投与第28
日に，各群のラットに24時間絶食負荷を施行後剖検：
し，胃液pH，血中ガストリン値，胃粘膜ヘキソサミ
ン含量，胃粘膜内TBA反応物質を測定した．
　8）統計処理
　有意差の検定はWilcoxon検定を用い，危険率
5％以下を有意とした．
III．結 果
　1）STZ糖尿病群と対照群の比較
　AGMLの発生率は対照群0％，糖尿病群50％で
あった．剖検時体重は対照群254±20g，糖尿病群
191±28g，血清総蛋白は対照群6．5±0．2g／d1，糖尿
病群6．1±0．4g／d1であり糖尿病群で低栄養状態が
示唆された．胃液pHは対照群2．8±1．5，糖尿病群
3．0±1．1と両群間で有意差は無かった（Table　1）．
　胃粘膜内TBA反応物質は，対照群37．5±12．4
nmol／g　W．W．に対し，糖尿病群では78．9±30．O
nmol／g　W．W．と有意に増加を認めた（Fig．1）．
　血液中のTBA反応物質は対照群：3．2±0．8
nmol／ml，糖尿病群3．5±1．9nmol／m1と両群間で
有意な差は認めなかった（Fig．2）．
　胃粘膜ヘキソサミン含量は対照群12．8±2．5μg／
mgD．W．糖尿病群9．3±1．6μg／mgD．W．であり糖
尿病群で有意に低値であった（Fig．3）．
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Fig．　1　Comparison　of　TBA　reactants　in　gastric
　　mucosa　between　STZ　diabetic　rats　and　con－
　　trols
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Fig．　3　Comparison　of　hexosamine　contents　in
　　gastric　mucosa　between　STZ　diabetic　rats
　　and　controls
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Fig．　2　Comparison　of　TBA　reactants　in　blood
　　between　STZ　diabetic　rats　and　controls
　2）ストレス前後の比較
　STZ糖尿病ラットの胃粘膜内TBA反応物質は，
24時間絶食前では対照群と比較し差のない値を示
したが，絶食後に有意な増加を認めた．対照群の粘
膜内TBA反応物質は絶食前後で有意な変動は無か
った（Fig．4）．
　STZ糖尿病ラットの胃粘膜ヘキソサミン含量は
絶食後に有意に低下したが，対照群では絶食前後で
差は認められなかった（Fig．5）．
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　　　 　　CR　DMFig． 4　Comparison　of　TBA　reactants　in　gastric
　mucosa　between　before　and　after　fasting　in
　　STZ　diabetic　rats　and　controls
　3）　胃粘膜の細胞動態
　Fig．6に示すように，健常対照ラットの胃体部粘
膜では腺頸部の増殖細胞帯を中心として，核内がび
まん性に染色されたPCNA陽性細胞がほぼ均一に
多数観察された．これに対してSTZ糖尿病ラット
の胃体部粘膜では，PCNA陽性細胞の数は少なく粗
の分布であった．
　4）　糖尿病ラットの胃粘膜に及ぼすOPZの効果
　AGMLはDM群で46％に発生したが，　DM十
〇PZ群では1例も発生せず，　OPZは糖尿病ラット
（4）
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絶食負荷時のAGML発生を抑制した．
　胃液酸度はDM群ではCR群に比較し有意に低
下していたが，DM＋OPZ群とDM群では有意差
は無iかった．
　血中ガストリン値はCR群に比しDM群で有意
に高値であり，DM＋OPZ群ではさらに高値の傾向
であった（Fig．7）．
　胃粘膜ヘキソサミン含量はCR群14．0±4．3μg／
mg　D．W．　DM群8．8±2．9μg／mg　D．W．　DM十〇PZ
群12．2±2．1μg／mg　D．W．であり，　DM群ではCR
群に比し有意に低下していたが，DM＋OPZ群では
CR群よりやや低下していたものの有意差は無く，
OPZは糖尿病ラット絶食負荷時の胃粘膜ヘキソサ
ミンの低下を抑制した（Fig．8）．
　胃粘膜内TBA反応物質はCR群64．3±5．9
nmo1／g　W．W．　DM群86．1±15．3nmol／g　W．W，
DM十〇PZ群85．8±18．1　nmol／g　W．W．であった．
DM群およびDM＋OPZ群ではほぼ同じ値を示し，
両群の値はCR群に比し有意に高値であった（Fig．
9）．
IV．考 察
　糖尿病においては一般に胃酸分泌は低下傾向を示
し，特に基礎分泌の減少が特徴とされている15）．この
ように糖尿病状態では胃液が低酸であるにも拘ら
ず，ストレス負荷により胃粘膜病変が発生しやすい．
その機序としては，胃の運動機能障害，ヘキソサミ
ンに代表される胃粘膜糖蛋白の低下，微小循環障害，
胃粘膜血流の低下など胃粘膜防御機構の低下が重要
とされているが，その詳細はまだ十分に解明されて
いない．
　Granger16）により虚血一再片流による小腸粘膜の
障害が報告されて以来，虚血性臓器障害の発症機序
として，活性酸素の役割が重視されるようになって
きた．胃に関しても薬剤性胃粘膜障害や種々のスト
レスによる胃粘膜障害の発生に活性酸素が関与し，
ラジカルスカベンジャーの投与により粘膜障害が抑
制されることが確認されている17）18）．活性酸素は細
胞膜の脂質中に存在する不飽和脂肪酸に対し攻撃的
に作用し，これにより組織中に過酸化脂質が蓄積し
てゆく，この脂質過酸化反応の指標としてTBA反
応物質が測定されている．
　今回の実験成績では，STZ糖尿病ラットの胃粘膜
内でTBA反応物質が増加しており，　AGML発生
機序の一つとして活性酸素が関与し，またこの活性
酸素がストレス負荷により発生することが示唆され
た．活性酸素の発生源としては，主として，血管内
皮細胞のキサンチンオキシダーゼ系と好中球の
NADPHオキシダーゼ系がある．従来，胃粘膜など
の組織障害を引き起こす活性酸素の産生源として
は，キサンチンオキシダーゼ系が重要と考えられた
が，最近では，好中球のNADPHオキシダーゼ系
の関与も多く報告されている．Smithら19）は，抗好
中球血清の投与で虚血一再俗流時に見られる胃粘膜
の血管透過性の促進が抑制できたと述べ，末松ら20）
は腸間膜では好中球の血管壁への膠着が虚血で促進
され，好中球フリーラジカルが血管内皮細胞を障害
すると報告している．一方，吉川ら21）はラットの腹
腔動脈をクリップで遮断一再開放した場合の胃粘膜
障害は好中球抗体では抑制できず，粘膜障害の発生
には好中球フリーラジカルの関与は少なくキサンチ
ンオキシダーゼ系フリーラジカルの役割が重要とし
ている．伊藤ら22）は，胃粘膜が虚血一再灌流を受け
ると粘膜微小循環系の血管内皮細胞内でキサンチン
オキシダーゼ系フリーラジカルの，また血管品品で
は好中球フリーラジカルの産生が高まり両者が血管
壁の構成細胞である血管内皮細胞をtargetに，それ
ぞれ細胞の内側と外側から脆弱化させるものと想定
している．糖尿病状態では，高血糖の持続，脱水な
どの所見から循環障害の存在は明らかである．この
ことから，糖尿病ラットのAGML発生の一因とな
（5）
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Fig．　7　Effect　of　omeprazole　on　gastric　juice
　　acidity　and　serum　gastrin　in　STZ　diabetic
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る活性酸素の発生源として，胃粘膜微小循環障害に
よる血管内皮細胞のキサンチンオキシダーゼ系の関
与が考えられるが，今回の実験では，好中球
NADPHオキシダーゼ系フリーラジカルの関与に
ついては明らかにすることはできず，さらなる検討
が必要と思われた．
　糖尿病ラット胃体部粘膜の細胞動態を検討するた
めに，G、後期からS期にかけて合成され，　DNAポ
リメラーゼδの補助因子であるproliferating　cell
nuclear　antigen（PCNA）23）に対するモノクローナ
ル抗体を用いた免疫組織染色を行なったが，健常ラ
ットの胃粘膜では増殖細胞帯を中心にPCNA陽性
細胞が多数観察されたのに対し，STZ糖尿病ラット
の胃粘膜ではPCNA陽性細胞がやや少なく分布し
ていた．PCNA法はG。期以外の増殖細胞を幅広く
同定しており，STZ糖尿病ラットの胃粘膜における
PCNA陽性細胞の減少は，細胞回転の遅延を示唆す
る所見と思われた．しかし，この細胞回転の遅延が
AGMLの発生につながるかどうかはあきらかでな
く，むしろAGMLの治癒機転に影響を与えるので
はないかと考えられた．
　糖尿病状態における胃粘膜病変の抑制には，胃粘
膜や胃粘液中の糖蛋白を増加させる薬剤，あるいは
ラジカルスカベンジャーの作用を有する薬剤が有効
と考えられる．著者らは以前STZ糖尿病ラットに
プロトンポンプインヒビター，H2プロッカー，胃
粘膜防御剤など種々の薬剤を投与しその効果につい
　　　　N．S．
　Pく0．05　　　　Pく0．05
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Fig．　8　Effect　of　omeprozole　on　hexosamine
　　contents　of　gastric　mucosa　in　STZ　diabetic
　　rats
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Fig．　9　Effect　of　omeprazole　on　TBA　reactants
　　in　gastric　mucosa　in　STZ　diabetic　rats
て検討したが，プロトンポンプインヒビターである
オメプラゾール（OPZ）のみがAGMLの発生を有
意に抑制した24）．糖尿病状態では一般に胃酸分泌は
低下傾向を示し胃液が低酸であるにも拘らず，強力
な酸分泌抑制を特徴とするOPZが糖尿病ラットの
AGML発生を抑制したことは興味深い結果であっ
た．今回の実験成績では，OPZはSTZ糖尿病ラッ
トの胃液酸度や血中ガストリン値に有意な影響を与
えず，絶食負荷時の胃粘膜ヘキソサミンの低下を有
（7）
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意に抑制した．このことは，OPZが糖尿病ラット
の胃粘膜防御機構に直接作用したことを示す結果で
ある．脂質過酸化の指標となる胃粘膜内TBA反応
物質が，糖尿病ラット絶食負荷時に増加することを
先に示したが，OPZの投与にてもその増加は抑制さ
れず，OPZはラジカルスカベンジャーの作用を持た
ないと推察された．OPZは健常ラットに投与すると
その強力な酸分泌抑制作用のために胃粘液量が減少
するとの報告9）があるが，糖尿病ラットではOPZ投
与前に既に酸分泌が低下しており，そのためにOPZ
の粘膜保護作用が強く発現されたとも推察される．
またプロトンポンプインヒビターはショックに伴っ
て生じるAGMLの発生を防止し，これは粘膜血流
量の低下を防ぎ，粘膜表層の低酸素状態を軽減させ
るためと報告10）されており，今後は糖尿病ラット
OPZ投与時の胃粘膜血流の変化についても検討す
る必要がある．
　糖尿病ラットの胃粘膜障害に関して胃粘膜糖蛋白
や活性酸素の関与等，防御機構に注目し述べてきた
が，ヘキソサミン含量の低下あるいはTBA反応物
質の増加が認められた胃粘膜でも，肉眼的にAGML
が確認できなかった剖検例もみられた．このことよ
り，糖尿病ラットの胃粘膜障害は一つの因子に起因
するのではなく，胃粘膜糖蛋白の低下，胃粘膜血流
の低下，活性酸素の影響など種々の因子が複雑に関
与して発生すると考えられた．
　STZで誘発された糖尿病ラットはIDDMのモデ
ル動物であり，血糖コントロール不良の重篤な糖尿
病状態であることを考えると，今回の検討をそのま
ま臨床面に結び付けることはできない．しかし，著
者は以前，NIDDMのモデル動物であるWBN　Kob
ラットにおいても，24時間の絶食負荷で胃粘膜ヘキ
ソサミン含量が低下し，AGMLが発生することを確
認している．このように，糖尿病状態における胃粘
膜の脆弱化は明らかであり，糖尿病患者では過度の
ストレスが加わると，吐血や下血などの消化管病変
が発症する危険があると推測された．
V．結 語
　1）STZ糖尿病ラットに情動ストレスとして24
時間の絶食負荷を施行し，50％にAGMLの発生を
みた．胃粘膜内TBA反応物質は対照ラットに比較
して有意に増加し，胃粘膜ヘキソサミン含量は有意
に低値であった．
　2）　STZ糖尿病ラットの胃粘膜内TBA反応物
質は，絶食前に比較して絶食後に有意に増加し，胃
粘膜ヘキソサミン含量は絶食後に有意に低下した．
　3）STZ糖尿病ラットの胃粘膜ではストレスを
負荷することにより，脂質過酸化反応の指標となる
TBA反応物質が増加し，　AGML発生機序の一因と
して活性酸素の関与が示唆された．
　4）　糖尿病状態における胃粘膜障害は，胃粘膜糖
蛋白の低下，活性酸素の影響など胃粘膜防御系の
種々の因子が複雑に関与し，その破綻が生じた時に
発生すると推測された．
　5）STZ糖尿病ラットの胃体部粘膜では，健常ラ
ットに比較しPCNA陽性細胞が減少しており，胃
粘膜細胞回転の遅延が示唆された．
　6）　オメプラゾールは粘膜保護作用を有し，糖尿
病ラットの胃粘膜に直接作用し，胃粘膜糖蛋白の低
下を抑制することにより，AGML発生を防止すると
考えられた．
　なお本論文の要旨は，第20回日本実験潰瘍学会
（旭川），第21回の同学会（千葉）において発表した．
　稿を終えるにあたり御指導，御高閲を賜りました
伊藤久雄教授，また林徹教授，金沢真雄博士に深甚
なる謝意を捧げます．更に御教示と御助言を頂いた
殿塚典彦講師，並びに御協力頂いた教室員各位に厚
く感謝いたします．また，病理標本作成と免疫組織
染色に関して御指導御協力頂いた野本さい子女史に
心より深謝します．
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